グルタミン酸誘発性神経細胞障害における新規シグナルとしてのRNA分解系に関する薬理学的研究 by 杉山 千絵 & Sugiyama, Chie
杉山千絵
博士（薬学）
博甲第１０６４号
平成２０年９月２６日
課程博士(学位規則第４条第１項）
グルタミン酸誘発性神経細胞障害における新規シグナルとしてのＲＮＡ分
系に関する薬理学的研究
米田幸雄（医薬保健研究域。教授）
横井毅（医薬保健研究域・教授)，荒井國三（医薬保健研究域・教授)，
中村暢宏（医薬保健研究域・准教授)，谷浦秀夫（医薬保健研究域・准教授）
氏名
学位の種類
学位記番号
学位授与の日付
学位授与の要件
学位授与の題目
論文審査委員（主査）
論文審査委員（副査）
Scvcralneurodegcnerativediseasesareassociatedwithmitochondrialdysfunction・A
declineinthemitochondrialRNAtranscriptsandproteinsynthcsis，aswellas
mitochondrialDNAdamage,isconsideredtomducemitochondrialinjurytocause
neuronaldeathTheregulationofmRNAdecaybyribomclease（RNase）isan
importantmeanstocontrolexpressionofgenesandproteinsineukaryoticcells・To
evaluateinvolvementofmitochondrialdysfimctionandRNaseinneuronaldeath,inthis
study,ＩexamincdtheeffCctsofglutamateexposureonmitoChondrialRNA1eveland
RNaseactivityinprimaryculturedcorticalneuronsofmice，Culturedcorticalneurons
obtainedwercexposedtoglutamatefOrl5nlinatlOO〃Ｍ・Glutamatetreatmentledto
asignificantdecreaseinmRNAofNADH-UbiquinoneoxidoreductasesubunitsｍＲＮＡ
(ndlandnd6)befOrecelldeathAsmitochondrialRNAslevelisrcgulatedatleastin
partbyRNAdegradationbyRNase-L,Incxtexaminedtheeffectofglutamateexposure
onexpressionofRNase-L，G1utamateexposureledtoe血ancedexpressionofRNase
Latleast2tol2hlate兎withbeingabsolutclyabolishedbyMK-80Lhadditiontoi〃
Ｗかoexperimcntsusingthecultures，IexalninedthcexpressionofRNaseLafter
neurotoxicanttrimethyltintreatmentj〃WvooAnintraperitonealinjectionof
trimethyltinintoIniceproducedtheenhancementofRNaseLexpressionpriorto
neuronaldeathmthedentategyrus、TheenhancementofRNaseLcxpressionwas
abolishedbyMK-801．TheseresultssuggestthattheactivationofRNascs，
particularlyRNaseL,isatleastinpartinvolvedinneuronaldamageinducedbyNMDA
receptoractivationTheactivationofRNAdegradationsystemwouldbeanovel
signalfOrneuronalexcitotoxicity6
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今曰の医学の進歩や科学技術の向上により様々な疾患に対する治療法が確立
されてきた。中枢神経系領域においても治療のターゲットを発見するため遺伝
子。分子レベルでの解析が盛んに行われているが、神経変性疾患の治療法なら
びに治療薬の開発は未だ発展途上であると言えよう。神経変j性疾患には、それ
ぞれの特有障害部位と神経症状を示すが、これらの障害部位あるいは発症原因
因子の相違にもかかわらず神経細胞の変’性および脱落（神経細胞死)がいくつか
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の共通のメカニズムによって起こることは周知の事実である。したがって、神
経細胞死に共通するメカニズムの解明は、様々な神経変性疾患の予防や治療に
対する創薬戦略上極めて重要と考えられる。現在、神経細胞死メカニズムの研
究は様々な観点から進められており、神経細胞の過剰興奮、不良タンパク質の
過剰蓄積、酸化ストレス、アポトーシスシグナルの過剰活'性などが単独あるい
は複合的に作用して神経細胞死を誘発すると考えられる。さらに、これらの反
応において、そのほとんどがミトコンドリア機能異常を引き起こすことも報告
されており、ミトコンドリア機能障害が神経細胞死に共通の過程である可能性
が推察される。ミトコンドリアはミトコンドリア内遺伝子（mtDNA）に由来し
たタンパク質および細胞核内ＤＮＡ由来のタンパク質が複合体を形成して機能
することから､ｍｔＤＮＡ由来タンパク質発現異常がミトコンドリア機能変化を介
して神経細胞死を惹起することは十分に推察できることである。しかしながら、
神経細胞障害とミトコンドリア遺伝子発現異常の直接的関連性については十分
な解析は行われていないのが現状である。したがって、本研究では神経細胞障
害における新規共通メカニズムの解明する一環として、ミトコンドリア遺伝子
の発現変化について解析した。
胎児マウス大脳皮質由来初代培養神経細胞にグルタミン酸（100ＩＬＭ）を１５
分間曝露し、一定時間後に神経細胞障害およびｍｔＲＮＡレベルを解析した。そ
の結果、曝露後１２時間からの核凝集および２４時間後でのＭＴＴ還元能の有意
な低下がみられ、曝露後少なくとも１２時間後から神経細胞障害が観察されるこ
とが判明した。このようなグルタミン酸曝露条件下において、ｍｔＤＮＡ上にコー
ドされる、tＲＮＡ（ndlおよびnd6）発現を解析した結果、曝露後６時間で有意
な減少が認められた。これらの、ｔＲＮＡレベルの低下が神経細胞死に先立ち確
認されたことから、ミトコンドリア遺伝子の発現低下が神経細胞死の原因とな
る可能性が考えられる。ｍｔＤＮＡは環状２本鎖のＤＮＡで比重の違いによりＨ
鎖とＬ鎖に分けられ、細胞核とは異なった複製および転写機構を持つ。細胞核
内ＤＮＡは基本的にそのＤＮＡごとに特有のプロモーター領域を持ち、それぞれ
の転写因子により転写調節が行われているのに対して、ｍｔＤＮＡではＨ鎖およ
びＬ鎖がそれぞれ共通の複製開始点（ＯＨＯＩ)および転写開始点（HSP、LSP）
を持つ。Ｈ鎖およびＬ鎖からはそれぞれ一本のＲＮＡが合成され、ミトコンド
リア機能タンパク質に相当するそれぞれのＲＮＡヘと切断・修飾をうける。本研
究において、グルタミン酸曝露により減少が認められたｎｄｌおよびｎｄ６はそれ
ぞれＨ鎖およびＬ鎖にコードされていることから、グルタミン酸による両
mtRNAレベルの減少はＬ鎖およびＨ鎖の両者に由来した、ｔＲＮＡレベルの変
化と考えられる。これら、ｔＲＮＡレベル低下の理由としては、①ミトコンドリ
ア自体の減少、②ｍｔＤＮＡの転写抑制、③ｍｔＲＮＡの分解促進の３つが考えられ
る。しかしながら、グルタミン酸曝露後１２時間までのｍｔＤＮＡ量および処置後
－１１１－
６時間までのl3-actinあるいはＧＡＰＤＨのｍＲＮＡレベルに変化が認められなか
ったことから､少なくともグルタミン酸曝露後１２時間までのミトコンドリア数、
６時間までの細胞数およびハウスキーピング遺伝子群の転写活』性には変化がみ
られないことが示された。したがって、グルタミン酸による、ｔＲＮＡレベルの
減少はミトコンドリア数の減少によるものではないことが明らかとなった。最
近、細胞死とＲＮＡ分解の関連性が推察されていることから、グルタミン酸誘発
性神経細胞死に、ｔＲＮＡ分解機構の関与が推察される。したがって、ＲＮＡ分解
およびＲＮａｓｅ発現の神経細胞死機構への関与について解析を進めた。
細胞内ＲＮａｓｅの種類・特異性および機能は多岐にわたる。ミトコンドリア内
には、ＲＮａｓｅＬおよびＲＮａｓｅＨが確認されており、ｍｔＤＮＡの複製や、ｔＲＮＡ
前駆体のプロセシングに重要な役割を演じていることが知られる。それらの機
能に加えて、ＲＮａｓｅＬはインターフェロンの抗ウイルス作用（ウイルス死）に
関与することも報告されている。したがって、グルタミン酸誘発`性神経細胞死
におけるＲＮａｓｅＬ発現およびＲＮＡ分解を解析した。胎児マウス大脳皮質由来
初代培養神経細胞にグルタミン酸１００ILMを１５分間曝露すると、曝露後１２時
間から核凝集が認められ､24時間後ではＭＴＴ還元能の有意な低下がみられた。
曝露後のＲＮＡ分解を解析したところ、曝露４時間後からＲＮＡ分解産物が増加
するとともに､RNase活性の増強が認められた｡また､曝露後２時間からＲＮａｓｅ
ＬｍＲＮＡレベルの増加および曝露後６時間にはＲＮａｓｅＬタンパク質レベルが有
意に増加することが明らかとなった。これらの増加は、神経細胞障害（暴露後
１２時間）に先だって惹起されることから、細胞障害の結果としてＲＮＡが分解
されているのではなく、RNase活`性化によるＲＮＡ分解が神経細胞障害を誘引
するシグナルの一つであることが示唆される。次いで、グルタミン酸誘発性神
経細胞死はＮＭＤＡ受容体チャネル遮断薬ＭＫ－ＳＯ１およびＮＲ２Ｂ含有ＮＭＤＡ
受容体遮断薬ifbnprodilにより完全に抑制されることから、本神経細胞死に先
立つＲＮａｓｅＬ発現およびＲＮａｓｅ活性に対するＭＫ－ＳＯ１およびifbnprodilの影
響について解析を進めた。いずれの遮断薬もグルタミン酸によるRNaseL発現
およびＲＮＡ分解の増強を完全に阻止した。したがって、これらの一連の反応は
ＮＭＤＡ受容体を介したものと考えられる。また、神経細胞障害を生じない低濃
度のグルタミン酸（1011Ｍ）曝露においてＲＮａｓｅＬの発現変動が認められなか
ったことからも、ＲＮａｓｅＬの発現増加がＲＮＡ分解を介して神経細胞障害を誘
発する可能性が示唆される。
次いで、インビボ実験系を用いて神経細胞死におけるＲＮａｓｅの関与について
解析を進めた。有機化合物の一種であるトリメチルスズ（TMT）は、ヒトやげ
っ歯類において脳の特異的な領域に神経変性を引き起こし、多動、振戦、尾の
自傷、攻撃性の冗進および永続的な空間的学習障害を引き起こすことが知られ
る。ＴＭＴによる神経細胞死メカニズムには不明な点が残されているが、障害部
－１１２－
位でのグルタミン酸の放出が報告されている。したがって、まずはＴＭＴ誘発性
海馬歯状回神経細胞死におけるＮＭＤＡ受容体の関与を解析した。ＴＭＴ（２８
ｍｇ/kg）をマウス腹腔内に投与すると、投与後２曰で海馬歯状回穎粒細胞層に著
明な神経細胞脱落が観察される。このような実験条件下でＭＫ－８０１(0.5ｍｇ/kg）
をＴＭＴ投与後から２曰間投与したところ、ＴＭＴ誘発性神経細胞死は部分的に
抑制された。このように､ＴＭＴによる海馬歯状回神経細胞死の一部にはＮＭＤＡ
受容体の活性化が関与することが示されたので、ＴＭＴ投与に伴う海馬歯状回の
ＲＮＡ分解およびＲＮａｓｅＬ発現を解析した。ＴＭＴ投与は、１曰後から海馬歯状
回のＲＮａｓｅＬｍＲＮＡレベルに有意な増加を引き起こしたが､神経細胞死がみら
れない大脳皮質ではＲＮａｓｅＬ発現に変化は認められなかった。また、ＴＭＴ投
与後１日で海馬歯状回においてＲＮＡ分解産物の増加が観察された。さらに、免
疫組織化学的解析では、ＴＭＴ投与後１曰の海馬歯状回穎粒細胞層において
ＲＮａｓｅＬ発現増強が確認された。また、このＲＮａｓｅＬ発現は、ＭＫ－８０１処置に
より抑制されることが判明した。以上の結果から、マウスのＴＭＴ誘発'性海馬歯
状回神経細胞死の少なくとも一部にＮＭＤＡ受容体活性化に伴うＲＮａｓｅＬの発
現増強および活性化が関与する可能`性が示唆される。
本研究では、培養神経細胞を用いたインビトロ実験系およびマウスを用いた
インビボ実験系より､ＮＭＤＡ受容体を介する神経細胞死の新規シグナルとして、
①mtRNA減少、②RNaseL発現増強、③細胞内ＲＮＡ分解促進などのＲＮＡ分
解系が機能することが示された。ＲＮａｓｅＬの活性化は、細胞質でのタンパク質
合成抑制のみならず､ｍｔＲＮＡ分解を介してミトコンドリア機能も抑制する可能
性が考えられる。このように、本研究の成果は「グルタミン酸誘発性神経細胞
死にＲＮＡ分解系が関与する」という新規メカニズムを提案したところにあり、
今後の神経変`性疾患の臨床的治療法の確立のために基礎的知見として役立つこ
とを期待したい。
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